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RESUMEN.

En parésitos protozoarios, las proteasas juegan un papel importante en la patogénesis
de las enfermedades parasitarias. Hasta la fecha se han reconocido numerosas proteasas
parasitarias; sin embargo, son el grupo de las serin-proteasas las menos estudiadas. En
géneros patogenos pertenecientes a la familia de los Trypanosomatidae, las serin-proteasas
han sido asociadas a la supervivencia de estos parasitos; no obstante, en tripanosomatidos
monogenéticos no se han identificado esta clase de proteasas. En el presente trabajo, se
identificd por primera vez la presencia de una actividad serin-proteasas en la fraccion
soluble (FS) de promastigotes de Leptomonas seymouri, la cual fue capaz de hidrolizar el
sustrato sintético Bz-Arg-pNA (.-BAPNA) en un rango de pH comprendido entre pH 6-10
con un 6ptimo de actividad a pH 8. Esta actividad proteolitica fue inhibida por el TLCK, la
Leupeptina y el AEBSF (inhibidores selectivos de serin-proteasas). Curiosamente, otros
inhibidores de esta clase de proteasas como la Aprotinina y el PMSF no tuvieron efecto. Por
otro lado, los inhibidores de cistein, aspartil y metalo-proteasas tampoco tuvieron efecto
sobre la hidrolisis del sustrato (-BAPNA, indicando que la actividad identificada bajo
nuestras condiciones experimentales, se trata de una serin-proteasa. Con el fin de ahondar en
el entendimiento del papel que cumplen este tipo de enzimas en estos parasitos, se realizaron
estudios del efecto del inhibidor de serin-proteasas TLCK (1uM, 100uM) sobre la
proliferaciéon y morfologia de los promastigotes de L. seymouri. Las concentraciones
utilizadas de este compuesto no tuvieron efecto; sin embargo, son necesarios mas estudios
con otros inhibidores de serin-proteasas, para establecer o no una relacion directa entre la

actividad identificada en la fraccidn soluble y la proliferacion celular.
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INTRODUCCION.

Los parasitos protozoarios son un grupo de organismos unicelulares que pertenecen
al reino Protista. Algunos de estos organismos infectan humanos, por lo que han sido
seflalados como los causantes de algunas enfermedades infecciosas importantes en el

mundo.

Los Trypanosomatidae son un grupo de parasitos eucarioticos con amplio espectro de
hospederos. Se conoce que esta familia se compone de distintos géneros de protozoos
monoflagelados. Cinco de estos géneros s6lo se encuentran como parasitos de hemipteros y
artropodos dipteros, mientras que los otros tres generos tienen ciclos de vida digenético en
los vertebrados e invertebrados. Los tripanosomatidos con un ciclo de vida digenético, estan
representados por los géneros Trypanosoma, Leishmania, Endotrypanum y Phytomonas (Fig
1); entre los que destacan: Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei y varias especies de
Leishmania (Vickerman, 1994; Camargo, 1999). Leishmania spp dependiendo de la especie
produce diferentes lesiones que dan lugar a la leishmaniasis, enfermedad que afecta a 12
millones de personas en el mundo (Croft y Coombs, 2003). Trypanosoma cruzi es el agente
causal del mal de Chagas, una enfermedad que afecta a 20 millones de personas a nivel
mundial de las cuales mueren entre un 10% y 20% (Gelb y Wim, 2002) y Trypanosoma
brucei, agente causante de la enfermedad del suefio de Africa (Vickerman, 1994; Camargo,
1999). Algunas especies pertenecientes al género Phytomonas pueden inducir enfermedades
graves en plantas (Vickerman, 1994; Camargo, 1999), estos parasitos trypanosomatideos

tienen ciclos de vida complejos los cuales implican multiples hospedadores (Fig 1).

Ademas de los géneros digenéticos, se encuentran varios géneros monogenéticos

(Crithidia, Blastocrithidia, Herpetomonas, Rhynchoidonas, Leptomonas) (Fig 1)



Invertebrados
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Figura 1. Ciclos de vida de los géneros tripanosomatidos. Tomado con modificaciones de
Santos y col (2007).

De todos los generos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae, es Leptomonas
probablemente el mas primitivo. Este presenta un flagelo de insercion anterior y el cuerpo
basal situado por debajo del nicleo. Durante su ciclo de vida, los promastigotes se
encuentran normalmente en el intestino anterior del hospedador. Cuando el parésito alcanza
la region posterior, pasa a la forma de amastigotes transformandose en quistes, que son la
forma infectiva del parasito. Los quistes salen al exterior mediante las heces, y cuando estos
son ingeridos por el hospedador se produce el desenquistamiento. Cada nuevo organismo

alcanzara la forma de promastigote para comenzar nuevamente el ciclo (Cheng, 1978).

El género Leptomonas, presenta numerosas ventajas, por lo que ha sido utilizado
como modelo para diversos estudios bioquimicos (Schneider y Glaser, 1993; Nogueira de
Melo y col., 2001). Entre estas ventajas se encuentra la facilidad de cultivo y la no
patogenicidad para humanos. Ademas, los tripanosomatidos monogenéticos han sido usados
como modelos comparativos de estudio para ayudar a comprender la fisiologia, la
bioguimica, la ultraestructura y la genética de las especies patdgenas (Schneider y Glaser,
1993; Jaffe y Dwyer, 2003) con importancia médica, tales como los tripanosomatidos que

infectan a vertebrados (por ejemplo, Tripanosoma brucei, T. congolense, T. cruzi y

2



Leshmania sp.) e importancia econémica en el caso de triponosomatidos que infectan

plantas ( por ejemplo Phytomonas sp) (McGhee y Cosgrover, 1980).

En este contexto se han llevado a cabo numerosas investigaciones que buscan
principalmente ampliar los conocimientos sobre la biologia de los tripanosomatidos, cuyo
proposito fundamental es el desarrollo de nuevas herramientas terapéuticas y preventivas
que ayuden a combatir de forma eficaz las enfermedades causadas por estos organismos.
Existen numerosos factores asociados al proceso infectivo y a la supervivencia de los
protozoarios en sus respectivos hospederos, siendo resaltante el papel que juegan las

enzimas proteoliticas.

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrolisis del enlace peptidico
(Mckerrow, 1989). Constituyen un grupo de enzimas que difieren en sus propiedades tales
como la especificidad del sustrato, sitio activo, mecanismo de catalisis, pH y temperatura
Optima. Las proteasas pueden ser endopeptidasas, si clivan un enlace peptidico interno. Las
exopeptidasas clivan enlaces peptidicos en los extremos amino o carboxil terminal de la
proteina (Mckerrow y col, 1993). También pueden ser clasificados de acuerdo al mecanismo
utilizado durante el proceso hidrolitico. Las serin-proteasa, treonin-proteasa, cistein-proteasa
y aspartil-proteasas, reciben su nombre por la presencia de un aminoacido especifico en el
sitio activo, y las metalo-proteasas que requieren de un idn metalico para la catalisis (Mason,

1991; Barrett y col, 2001).

En los mamiferos se conocen diversas funciones para las proteasas. Estan
involucradas en los procesos digestivos, procesamiento y ensamblaje molecular de cadenas
polipeptidicas para el procesamiento de precursores de hormonas, en la cascada de la
coagulacion, la fibrinolisis, la reaccion del complemento en el sistema inmunoldgico, entre

otras funciones. (Beynon y Bond, 1989)



En parésitos protozoarios las proteasas juegan un papel importante en la patogénesis
de las enfermedades parasitarias. Las proteasas facilitan la invasion de las células del
hospedador, participan en la digestion de las proteinas del hospedador, ayudan al parésito a
evadir las respuestas inmunes y previenen la coagulacion sanguinea, entre otras (McKerrow,

1989; McKerrow y col, 1993; Chang y col, 2003).

En la actualidad se ha reconocido la presencia de numerosas proteasas en parasitos.
La caracterizacién de las proteasas parasitarias tiene importantes implicaciones para la
comprension de los mecanismos de patogenicidad del parasito. Rosenthal (1999) hace una
recopilacion bibliografica de algunas de las proteasas identificadas y caracterizadas en
protozoarios sefialando su funcion en el parasito (Tablal), observandose representantes de
las cuatro principales clases de proteasas; sin embargo, son el grupo de las serin-proteasas

las menos estudiadas.

Debido a que algunas de las proteasas parasitarias poseen diferencias significativas
entre el parasito y el humano, ademas de ser esenciales para el crecimiento del parasito y su
supervivencia (Ridley, 1997), se consideran buenos blancos para el desarrollo de agentes
quimioterapéuticos, permitiendo el desarrollo de nuevos métodos para la prevencion,

tratamiento y control de las enfermedades (Wang, 1997).



Tabla 1. Principales proteasas de parasitos protozoarios identificados*

Parasito Clases (nombres) Funcion(es) putativa(s) Referencias Bibliograficas
Metalo (leishmanolisina) Clivaje del complemento; oouery cob 198-5; B?Vier e ey
protedlisis intracelular. Chan y col,1990; Olafsom y col, 1990
Coombs,1982;Pupkis y
Leishmania Cistein Protedlisis intracelular. Coombs,1984;Pupkis y col.,
1986;Robertson y Coombs,1990
Serin (Oligopeptidasa B) Evasion a la respuesta inmune del | Swenerton y col, 2010
hospedador
Aspartil Proliferacién parasitaria. Valdivieso y col, 2006
North y col, 1983; Lonsdale-Eccles y
L . . . Mpimbaza, 1986; Lonsdale-Eccles y
Cist Dif t .
N istein iferenciacién parasitaria Grab, 1987; Robertson y col, 1990;
brini osoma Troeberg y col, 1996
) Serin (oligopeptidasa) Protedlisis extracelular Huet y col., 1992; Kornblatt y
gopep ’ col.,1992;Troeberg y col.,1996
Metalo Clivaje de complemento. El-Sayed y Donelson, 1997
Cistein (cruzaina o Diferenciacién parasitaria. Cazzulo y col, 1989,1990; Eakin y col,
cruzipaina) Invasién de células hospederas. 1992
Serin olicopeptidasa Mediador en seializacion por Ashall, 1990; Santanay col, 1992:
Trypanosoma gopep calcio. Troeberg y col, 1996
cruzi Metalo Diferenciacién parasitaria. Bonaldo y col, 1991
Desarrollo y diferenciacién Gonzalez y col, 1996
Proteasoma S
parasitaria.
Colagenasa Infeccidn de célula hospedera. Santana y col, 1997
S - ., . Rosenthal y col, 1988; Rosenthal y
Cistein (falcipaina) Degradacion de hemoglobina. Nelson, 1992.
, . Goldberg y col, 1991; Vander Jagt y col,
Aspartil (pl I ., . .
sl,r;ar il (plasmepsinas Degradacion de hemoglobina. 1992; Dame y col, 1994; Hill y col,
¥ 1994; Coombs y col, 2001
Plasmodium Aminopeptidasa Hidrélisis peptidica de globinas. Curleyy col, 1994
, Ruptura y/o invasion de Rosenthal y col, 1987; Braun-Breton y
Serin . .
eritrocitos. col, 1988
Ruptura y/o invasién de Bernard y Schrevel, 1987; Scherevel y
Cistein .p . Y col, 1988; Grellier y col, 1989; Mayer y
eritrocitos.
col, 1991.
L L, Scholze y Werries, 1984; Lushbaugh y
L . Invasidn tisular, activacion de
Cistein (amoebapaina) co, 1985; Keene y col, 1986; Luaces y
complemento.
Entamoeba Barrett, 1988
histolytica S Munoz y col, 1982; Rosales-Encina y
Colagenasa Invasidn tisular.
col, 1992
Proteasoma Protedlisis citosolica Enquistacién | Scholze y col, 1996
L. L . L, Hare y col, 1989; Parenti, 1989;
Giardia Cistein Enquistacion. Werries y col, 1991
Coombs y North, 1983; Lockwod y col,
Trichomonas Cistein Unidn a células epiteliales. 1987; Neale y Aderete, 1990; North y
col, 1990
Leptomonas Metalo (leishmanolisina) | Protedlisis intracelular Jaffe y Dwyer, 2003
Cistein Protedlisis intracelular. Choi y col, 1989
Toxoplasma

Cistein

Invasién de células hospederas.

Nesterenko y col, 1995

* Tomado con modificaciones de Rosenthal (1999)




1. Serin-proteasas.

Las serin-proteasas reciben su nombre por un residuo de serina reactiva en su sitio
catalitico, que esta involucrado en la catélisis del sustrato en el sitio activo (McKerrow y
col.,, 1993) e inicia el ataque al grupo carbonilo del enlace peptidico, formando un
intermediario de transicion tetraédrico antes de la hidrolisis. Este intermediario es
estabilizado por la unién del hidrégeno al anion oxigeno (Manson, 1991), y la orientacion y
accesibilidad al sitio de clivaje del enlace péptico del sustrato son importantes para
determinar la especificidad de la enzima (Rosenthal, 1999). Las serin-proteasas (EC 3.4. 21),
se dividen en 13 clanes y 40 familias (Rawlings y col, 2010); entre ellas, una de las méas
ampliamente identificadas y estudiadas, es la familia de las tripsinas (EC 3.4. 21.4), donde
se encuentran algunas de las enzimas responsables de la digestion, coagulacion sanguinea,

fibrindlisis, fertilizacion, apoptosis entre otras (Di Cero, 2009).

A pesar de la gran cantidad de serin-proteasas identificadas y estudiadas, poco es lo
que se conoce de este tipo de enzimas en parasitos protozoarios. En el género Plasmodium
falciparum (paréasito causante de la malaria), se han reportado que existen dos proteasas de
la familia de las serin-proteasas (PfSUB-1 y PfSUB-2). Estas se expresan de forma
exclusiva durante los estadios esquizonte y merozoito, postulandose que podrian estar
relacionadas con el procesamiento de la proteina “Principal de Superficie de Merozoitos”
(MSP-1) (Klemba y Goldberg, 2002). Ademas, se han identificado en P. falciparum y P.
chabaudi otras dos serin-proteasas (p76 y p78 respectivamente), que podrian estar

relacionadas con la invasién del parasito de los eritrocitos (Klemba y Goldberg, 2002).

Por otra parte en géneros patdgenos pertenecientes a la familia Trypanosomatidae, se
han descrito actividades serin-proteasa de tipo Oligopeptidasa B, como en Trypanosoma
brucei (Troeberg y col, 1996), Trypanosoma congolense (Morty y col, 1999) y
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Trypanosoma cruzi (Burleigh y Adrews, 1995; Silva-Lopez y col, 2008), encontrandose que
tales actividades son capaces de hidrolizar sustratos naturales como vasopresina (Troeberg y
col, 1996), y péptidos sintéticos como Cbz-Arg-Arg-AMC (Morty y col, 1999) y “a-N-p-
tosil-_-arginina-metil ester” (_.-TAMED) (Silva-Lopez y col, 2008) a pH comprendidos entre
7,4y 9. Esta Oligopeptidasa B, perteneciente a las serin oligopeptidasas de prolina (Klemba
y Goldberg, 2002), es inhibida por inhibidores de serin-proteasas como el “N-p-tosil-_-lisina
clorometil cetona” (TLCK) vy “N-p-tosil-_-fenilalanina clorometil cetona” (TPCK)
(inhibidores de serin proteasas tipo tripsina y quimiotripsina respectivamente), y modulada
por los iones calcio y zinc. Silva-Lopez y colaboradores (2008) reportaron que esta proteasa
es secretada dentro del ambiente extracelular del bolsillo flagelar, postulando que pudiera
estar asociada a eventos proteoliticos en los reservosomas. La funcion de esta enzima no esta
muy clara, pero posiblemente al no verse inhibida por serpinas y ay-macroglobulinas
(Troeberg y col, 1996), puede permanecer activa en el torrente sanguineo, degradando

péptidos del hospedador, contribuyendo asi con la patogénesis de la enfermedad.

En Leishmania amazonensis (Silva-Lopez y Giovanni-De-Simone, 2004; Alves y
col, 2005), y en Leishmania chagasis (Silva-Lopez y col, 2010), ha sido descrita una
actividad serin-proteasa. Esta enzima tiene actividad en un intervalo de pH comprendido
entre 6 y 8 (Silva-Lopez y Giovanni-De-Simone, 2004). Esta actividad fue localizada en el
bolsillo flagelar de los promastigotes de Leishmania amazonensis (Silva-Lopez y col, 2004)
y Leishmania chagasis (Silva-Lopez y col, 2010), y en estructuras parecidas a los
megasomas en amastigotes de Leishmania amazonensis (Silva-Lopez y col, 2004). Ademas,
tiene una mayor actividad en la fase de promastigotes y disminuye en la fase de amastigotes
axénicos (Alves y col, 2005), lo cual da indicios de la importancia que esta enzima podria
tener en el proceso infectivo del parasito. Estudios con inhibidores de serin-proteasas sobre

promastigotes de Leishmania amazonensis, demostraron que inhibidores de este tipo de
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enzimas como “N-p-tosil-L-fenilalanina clorometil cetona” (TPCK) y benzamidina (Bza),
reducen sustancialmente la viabilidad del parésito y causa diversos cambios en la morfologia

de los promastigotes, especificamente en el bolsillo flagelar (Silva-Lopez y col, 2007).

Aungue las serin-proteasas de estos parasitos son esenciales para su supervivencia,
su funcion en la fisiologia queda ain por dilucidar. Tomando todos estos antecedentes los
cuales dan indicio de la importancia de la actividad serin-proteasa, y que en
tripanosomatidos monogenéticos no se han identificado esta clase de proteasas, nos
propusimos estudiar las enzimas proteoliticas tipo serin-proteasas en el tripanosomatido no
patdégeno para el humano, Leptomonas seymouri, con el fin de ahondar en el entendimiento

del papel que cumplen este tipo de enzimas en estos tripanosomatideos.



OBJETIVOS.

Objetivo general:

Estudio de la actividad serin-proteasa en la fraccion soluble de promastigotes del

trypanosomatideo L. seymouri.

Objetivos especificos:

1. Identificar la presencia de actividad tipo serin-proteasa en la fraccion soluble de

promastigotes de L. seymouri.

2. Caracterizacion bioquimica parcial de la actividad serin-proteasa presente en la

fraccion soluble de promastigotes de L. seymouri.

3. Estudiar el efecto de inhibidores de serin-proteasas sobre la proliferacion vy

morfologia de promastigotes de L. seymouri en cultivos “in vitro”.



MATERIALES Y METODOS.

1) Cultivo celular:

Se emplearon promastigotes de L. seymouri, suministrados por el Laboratorio de
Biologia Celular de Parasitos del Instituto de Biologia Experimental, Facultad de Ciencias,
U.C.V. Los cultivos fueron mantenidos in vitro en értulas estériles de 100 ml de capacidad a
temperatura ambiente, y cultivados en medio Schneider suplementado con 10% Suero Fetal

Bovino (SFB).

El nimero de células, fue determinado por contaje directo en la cAmara de Neubauer.
Como una medida indirecta, se determino la turbidez del cultivo, realizandose mediciones

de tramitancia a una longitud de onda de 560 nm en un fotocolorimetro Spectronic 20.

2) Obtencidn de Extractos Celulares:

Se tomaron células en fase de crecimiento logaritmica, se lavaron 3 veces con
tampdn fosfato salino (PBS) 300 mOsM pH 7,2 a 4°C. Fueron resuspendidas en PBS, para
obtener 1x10° cel/ml. Se prepararon los homogenatos por sonicacién sobre hielo (4°C), con
un piston 40T (LOW) y una potencia de salida 22.5 W. EI homogenato obtenido fue
ultracentrifugado a 100.000 x g a 4°C, durante 1 hora. La fraccion soluble (FS) obtenida fue

distribuida en alicuotas de 1 ml y se almacenaron a -20° C.

3) Determinacion de proteinas:

La cantidad de proteinas fue estimada mediante el método de Bradford (1976),

utilizando como patron Albamina sérica de bovino (BSA) como proteina estandar.
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4) ldentificacion y Caracterizacion de la actividad serin-proteasa presente en la

FS de promastigotes de L. seymouri:

Para visualizar la actividad serin-proteasa de la FS de L. seymouri se emplearon tres
ensayos: 4.1) zimogramas: la electroforesis en presencia de SDS y bajo condiciones no
reductoras en un gel de poliacrilamida co-polimerizado con gelatina (1%) como sustrato,
4.2) la degradacion del sustrato natural BSA, y 4.3) la hidrolisis del sustrato Bz-Arg-pNA (.-

BAPNA), selectivo de esta familia de proteinasas.

4.1) Zimogramas:

Alicuotas de 50 pg de proteina de la FS de promastigotes de L. seymouri, fueron
sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida-gelatina a 80 V para apilar la muestra y
120 V para la separacion. Tras la electroforesis, para remover el SDS, los geles fueron
lavados dos veces durante 30 minutos con PBS 300mOsM pH 7,2 que contiene el detergente
no iénico Triton X-100 al 1%. Luego, los geles fueron lavados nuevamente ahora solo con
PBS 300 mOsM pH 7,2., y luego se incubaron durante 48 horas a 37 °C en diferentes
tampones: Tris HCI (100 mM) a pH 7 — 8 — 9 y tampon Glicina (100 mM) a pH 9,5 — 10. Al
finalizar la incubacion los geles fueron tefiidos durante 1 hora con Azul de Coomassie R-250

y decolorados con una solucion que contiene metanol-acido acético-agua (30:10:60).

4.2) Determinacion de la actividad hidrolitica sobre el sustrato natural BSA.

Una concentracion de 0,1 mg/ml de la FS, fue incubada con 5 mg/ml de BSA en
tampdn Tris HCI (50 mM) apH 7 -8 — 9 y/o en tampon Glicina (50 mM) a pH 9,5 - 10, en
un volumen final de 200 uL a 37 °C durante 48 horas. La reaccion fue detenida con 200 pL
de tampdn de muestra [60 mM Tris HCL, pH 6,8., 2% SDS, 10% (v/v) glicerol, y 0,025%
Azul de Bromofenol] e incubada por 5 min a 100 °C. Posteriormente las muestras fueron
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sometidas a electroforesis en geles de poliacrilamida al 10% bajo condiciones no reductoras,
a 80 V para apilar la muestra y 120 V para la separacion. Al finalizar la electroforesis, los
geles fueron tefidos durante 1 hora con Azul de Coomassie R-250 y decolorados con una

solucién que contiene metanol-acido acético-agua (30:10:60).

4.3) Determinacién de la actividad hidrolitica sobre | -BAPNA.

La determinacion de la actividad hidrolitica sobre el sustrato cromogénico |-
BAPNA, se realiz6 segun el protocolo descrito por Erlanger y col (1961) con ligeras
modificaciones. La FS de promastigotes de L. seymouri (0,1 mg/ml) fue incubada con el
péptido (0,1-1 mM) en tampdn Tris HCI (100 mM) a pH 8, en un volumen final de 200 pl a
37 °C durante 1 hora, con lecturas de densidad Optica cada 5min, Todos los ensayos fueron
realizados por triplicado. La liberacion progresiva del cromdforo (p-nitroanilina) fue

determinada mediante el aumento de la densidad Optica a una longitud de onda de 405 nm.

4.3.1) Efecto del pH sobre la hidrolisis del sustrato (-BAPNA por la FS de

promastigotes de L. seymouri.

Los pH utilizados para caracterizar la actividad hidrolitica de la fraccion soluble de
promastigotes de L. seymouri sobre el sustrato cromogeénico _-BAPNA fueron los siguientes:
pH 4,0 (tampon acetato de sodio); pH 5.0 y 6.0 (tampon citrato de sodio); pH 7.0, 8.0y 9.0

(tampon tris/HCI); pH 9.5 y 10 (tampdn glicina).

4.3.2) Efecto de la concentracion de sustrato -BAPNA, sobre la hidrdlisis del
mismo por la FS de promastigotes de L. seymouri.

Las concentraciones de sustrato utilizadas para caracterizar la actividad hidrolitica de
la fraccion soluble de promastigotes de L. seymouri sobre el sustrato cromogénico _.-BAPNA

fueron: 0.1mM, 0.25mM, 0.5mM y 1mM.
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4.3.3) Efectos de inhibidores de serin-proteasas, sobre la hidrdlisis del sustrato
L-BAPNA por la FS de promastigotes de L. seymouri.

Los inhibidores a utilizar para caracterizar la actividad hidrolitica de la FS de
promastigotes de L. seymouri sobre el sustrato cromogénico -BAPNA fueron: 10 uM de
“trans-epoxisuccinil-L-leucilamida -(4-guanidino)-butano” (E-64), especifico de cistein-
proteinasas; 1 uM de Pepstatina A, especifico de aspartil-proteinasas; 5 mM de Fenantrolina
para metalo-proteinasas; (0.25-1000uM) de “4-(2-Aminoetil) bencenosulfonilfluoruro,
HCL)” (AEBSF) especifico de serin-proteinasas; (0.01-300 uM) de “N-p-tosil-L-lisina
clorometil cetona” (TLCK) especifico de serin-proteinasas; 1 mM de “Fenillmetilsulfonil
fluoruro” (PMSF) especifico de serin-proteinasas; 5 pg/ml de Aprotinina, especifico de
serin-proteinasas y 100 uM de Leupeptina para cistein y serin proteinasas. Previo a la
adicién del sustrato, y la determinacion de la actividad proteolitica como se explico
anteriormente; el inhibidor fue incubado con la FS durante 10 minutos a temperatura
ambiente. La funcion "Four Parameter Logistic Curve" del programa SigmaPlot 8.0, fue

utilizada para los calculos del ICs, correspondiente.

5) Efecto del inhibidor de serin-proteasas TLCK sobre la proliferacion de
promastigotes de L. seymouri.

Los parasitos fueron cultivados en presencia y/o en ausencia (ensayo control) de
TLCK (1pM y/o 100uM), partiendo de una densidad celular de 2x10° promastigotes/ml en
medio Schneider suplementado con 10% SFB, a temperatura ambiente y sin agitacion. Se
realizaron mediciones del numero de células cada 24 horas durante 6 dias consecutivos,
chequeando la morfologia de los mismos en el cultivo, empleando para ello un microscopio

Olimpus CK40 a 40 X. La estimacion del nimero de células se realizo por contaje directo en
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la cAmara de Neubauer y en forma indirecta empleando un Spectronic 20 a 560 nm,
basandose en una relacién preestablecida entre la turbidez del cultivo, el porcentaje de
tramitancia y el nimero de células/ml. Cada uno de los ensayos fueron realizados por

triplicado.

6) Efectos del inhibidor de serin-proteasas TLCK sobre la morfologia de

promastigotes de L. seymouri.

Los parasitos se cultivaron en presencia y en ausencia de TLCK (1uM y/o 100uM),
partiendo de una densidad celular de 2x10° promastigotes/ml en medio Schneider
suplementado con 10% SFB, a temperatura ambiente y sin agitacion. Luego a las 48 h de
crecidos los parasitos, se tomaron 2 ml de cada uno de los cultivos, posteriormente se le
realizaron tres lavados con PBS 1X (300mOsM) pH7,2. Una vez resuspendidos los parasitos
en solucion, se procedié a la tincién con Giemsa segun el protocolo descrito por Berman
(1981) con modificaciones. Se tomo una gota y se colocé en un porta objeto, se fijaron con
una gota de PAF, se realizo el “frotis”, se dejé secar, se fijaron los parasitos con metanol
70% y se dejaron secar, para luego ser tefiidos con Giemsa 10%, durante 40 min, luego se
dejaron secar, y se procedio a eliminar el exceso de Giemsa 10% Yy posteriormente fue

observado al microscopio, empleando para ello un microscopio Olimpus CK40 a 40 X.
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RESULTADOS

1) Deteccion de la actividad serin-proteasa sobre geles poliacrilamida-gelatina,

presente en la FS de promastigotes de L. seymouri.

Bajo nuestras condiciones experimentales, la FS de promastigotes de L. seymouri no

fue capaz de hidrolizar la gelatina.

2) Degradacion de BSA como sustrato natural, por la FS de promastigotes de L.

seymouri.

La FS de promastigotes de L. seymouri, no fue capaz de degradar la BSA, bajo el

intervalo de pH utilizado. (Figura 2)

BSA

Figura 2. Visualizacion a través de SDS-PAGE de la degradacién de BSA por la FS de
promastigotes de L. seymouri. Ensayos: A) pH 7, B) pH8, C) pH 9, D) pH 9,5., y E) pH 10.
En todos los casos: linea 1, control con solo FS; linea 2, control con solo BSA; y linea 3,
mezcla de la FS con BSA.
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3) Hidrdlisis del sustrato sintético | -BAPNA por la FS de promastigotes de L. seymouri.

La FS de promastigotes de L. seymouri, fue capaz de degradar a pH 8 el péptido
sintético _-BAPNA selectivo para serin-proteasas (Figura 3), observandose una cinética tipo

Michaelis-Menten (Figura 3 B).
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Figura 3. Hidrdlisis del sustrato | -BAPNA por la FS de promastigotes de L. seymouri. A)
Degradacion de _-BAPNA en el tiempo. B) Cinética Michaelis-Menten. Los valores
representan el promedio de tres (3) determinaciones, y las barras verticales la desviacién
estandar.
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3.1) Efecto del pH sobre la hidrdlisis del péptido sintético (-BAPNA por la FS de

promastigotes de L. seymouri.

La FS de promastigotes de L. seymouri fue capaz de hidrolizar el péptido sintético |-

BAPNA en un rango de pH comprendido entre pH 6 y 10, alcanzando un 6ptimo a pH 8.

(Figura 4)
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Figura 4. Efecto del pH sobre la hidrolisis del sustrato sintético | -BAPNA por la FS de
promastigotes de L. seymouri. Los valores representan el promedio de tres (3)
determinaciones y las barras verticales la desviacidn estandar.

3.2) Efecto de inhibidores de proteasas, sobre la hidrolisis del sustrato sintético -

BAPNA por la FS de promastigotes de L. seymouri.

En la figura 5, se puede observar el efecto de inhibidores especificos para las
diferentes familias de proteasas sobre la hidrolisis del sustrato _-BAPNA por la FS de
promastigotes de L. seymouri a pH 8. Solo los inhibidores especificos de serin-proteasas,
TLCK, AEBSF, vy el inhibidor selectivo de serin- y cistein-proteasas, Leupeptina, fueron
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capaces de inhibir la hidrolisis de péeptido sintético (Figura 6 A). Ademas tanto el TLCK

como el AEBSF, presentaron un 1Csg de 0,0934 uM y 1,3207 uM, respectivamente (Figura 5

B, y Figura 5 C).
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Figura 5. Efecto de los inhibidores de proteasas sobre la hidrélisis del sustrato sintético |-
BAPNA por la FS de promastigotes de L. seymouri. A) Efecto de los inhibidores de
proteasas Fenantrolina (5 mM), Aprotinina (5 pg/ml), Pepstatina A (1 uM), Leupeptina (100
puM), PMSF (1 mM), AEBSF (1 mM), TLCK (100 uM) y E-64 (10 uM). B) Efecto de la
concentracion del inhibidor de serin-proteasas TLCK. C) Efecto de la concentracion del
inhibidor de serin-proteasas AEBSF. Los valores representan el promedio de tres (3)
mediciones y las barras de error indican la desviacidn estandar.
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4) Efecto del TLCK sobre la proliferacion y morfologia de promastigotes de L.

seymouri.

En la Figura 6, se muestra el efecto del inhibidor selectivo de serin-proteasa
(TLCK), sobre la proliferacion de promastigotes de L. seymouri en cultivos “in vitro”. Este
inhibidor no tuvo efecto sobre la proliferacion celular en el rango de concentraciones
utilizado. De igual manera tampoco se observé ningin cambio significativo en la morfologia

de los promastigotes del parasito (Datos no mostrados)

200 -
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Figura 6. Curva de crecimiento de promastigotes de L. seymouri a diferentes
concentraciones de TLCK. *DMSO, méxima concentracion utilizada 1,6%. Los valores
representan el promedio de (2) determinaciones.
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DISCUSION.

En parasitos protozoarios, las proteasas desempefian un papel critico tanto en los
procesos biolégicos de los mismos como en las relaciones que establecen con sus
hospedadores, por esta razon una de las &reas con mayor desarrollo en la bioquimica de
parésitos, ha sido el estudio de las enzimas proteoliticas. Hasta la fecha se han reconocido
numerosas proteasas parasitarias; sin embargo, son el grupo de las serin-proteasas las menos
estudiadas. En géneros patdgenos pertenecientes a la familia de los Trypanosomatidae, han
sido reportadas la presencia de actividades serin-proteasas, resaltando la importancia de esta
familia de proteinasas en la supervivencia de los parasitos, sin embargo las funciones
fisiologicas no estdn muy claras (Burleigh y Adrews, 1995; Troeberg y col., 1996; Morty y
col., 1999; Silva-Lopez y Giovanni-De-Simone, 2004; Alves y col., 2005; Morty y col.,

2005; Silva-Lopez y col., 2008; Silva-Lopez y col., 2010).

Los tripanosomatidos monogenéticos han sido ampliamente usados como modelos
comparativos de estudio para ayudar a comprender la fisiologia, la bioquimica, la
ultraestructura y la genética de las especies patogenas (Schneider y Glaser, 1993; Jaffe y
Dwyer, 2003). En parasitos monogenéticos del género Leptomonas, se ha identificado una
metalo-proteasa homdloga a la gp63 del género Leishmania (Jaffe y Dwyer, 2003). Sin
embargo hasta la fecha no hay ningun reporte de la presencia de actividades proteoliticas
tipo serin-proteasas en estos parasitos; por lo cual, el estudio de actividades de este tipo en
estos tripanosomatidos, son de gran importancia. Dichas investigaciones pudieran esclarecer

el papel que desempefian estas enzimas en estos flagelados.

El uso de métodos electroforéticos que permitan la visualizacion de actividades
proteoliticas, como la SDS-PAGE que contenga acoplada una proteina como sustrato
proteolitico, comunmente Ilamada zimografia, ha sido ampliamente utilizado para evaluar
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las proteasas en distintos sistemas bioldgicos (Branquinha y col, 1996). Uno de los sustratos
mas utilizados es la gelatina, ya que es facilmente hidrolizada por varias proteasas y no
tiende a migrar fuera de la resolucion del gel a 4 °C, manteniendo asi una distribucion
uniforme (Michaud y col, 1996). La zimografia ha sido una de las técnicas mas utiles para el
estudio de actividades proteoliticas en parésitos (Branquinha y col, 1996; Michaud y col,
1996; Jaffe y Dwyer, 2003; Santos y col, 2004), motivo por el cual en el nuestro estudio se
utilizé para tratar de detectar la actividad serin-proteasa en la FS de promastigotes de L.
seymouri. Sin embargo; bajo nuestras condiciones experimentales, la FS de promastigotes de
L. seymouri no fue capaz de hidrolizar la gelatina como sustrato. No obstante, en
Leishmania donovani, ha sido identificada una actividad serin-proteasa capaz de hidrolizar
gelatina como sustrato inmerso en los geles de poliacrilamida (Choudhury y col, 2009;

Choudhury y col, 2010).

Otros sustratos naturales como el colageno, la BSA, el fibrindgeno, la hemoglobina,
e inmunoglobulina G, han sido utilizados para identificar y caracterizar actividades serin-
proteasas en algunos tripanosomatidos (Choudhury y col, 2009; Silva-Lopez y Giovanni-De-
Simone, 2004; Silva-Lopez y col, 2008; Silva-Lopez y col, 2010; Troeberg y col, 1996). En
este trabajo, se decidio evaluar la capacidad de la FS de degradar BSA. Sin embargo, la FS
de L. seymouri, no fue capaz de hidrolizar este sustrato bajo nuestras condiciones
experimentales (Figura 2). Otras serin-proteasas identificadas en Trypanosoma brucei
(Troeberg y col, 1996), Trypanosoma cruzi (Silva-Lopez y col, 2008) y Leishmania
chagasis (Silva-Lopez y col, 2010), tampoco hidrolizan BSA, pero si degrada péptidos
sintéticos de tamafios pequefios como -TAME (Silva-Lopez y col, 2008; Silva-Lopez y col,
2010), -BAPNA (Silva-Lopez y col, 2008), Z-Arg-Arg-NHMec y Z-Phe-Arg-NHMec

(Troeberg y col, 1996).
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El péptido sintético | -BAPNA (Figura 7), selectivo para serin-proteasas, es uno de
los sustratos cromogénicos mas utilizados en el estudio de serin-proteasas tipo tripsina
(Erlanger y col, 1961; Voytek y Gjenssing, 1970; Polgéar, 1999; Coudhury y col, 2010),
debido a que estas proteasas tienen especificidad por residuos de Arg o Lys en la posicidn

P1 del sustrato (Schoellmann y Shaw, 1963; Gonias y Pizzo, 1983).

En este trabajo, la FS de promastigotes de L. seymouri fue capaz de hidrolizar el
sustrato _-BAPNA (Figura 3), sugiriendo que la actividad serin-proteasa presente en la FS
de promastigotes de L. seymouri, tiene selectividad por péptidos que contengan residuos de

Arg en P1.

» HC

\ﬂ/Cl-h CH

NH 0

Ma-Bere oy l-L-Arginine pMitroanilide

Figura 7. Estructura quimica del sustrato sintético . -BAPNA, selectivo para serin-proteasa.
Tomado de www.sigma-aldrich.com.

Generalmente, las actividades tipo serin-proteasas de parasitos protozoarios son
evidenciadas en rangos de pH 6ptimo comprendidos entre pH 7 y 8,8 (McKerrow vy col,
1993). Sin embargo se han reportado serin-proteasas; como las de gusanos helmintos, que
presentan un oOptimo de pH alrededor de 9 a 11. Posiblemente, estas enzimas estan
adaptadas a diferentes ambientes para realizar diversas funciones en estos parasitos (Alcala-

Canto y col, 2007). La actividad proteolitica presente en la FS de promastigotes de L.
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seymouri, fue capaz de hidrolizar el sustrato sintético _-BAPNA en un rango de pH
comprendido entre pH 6 y 10, mostrando un 6ptimo de actividad hidrolitica a pH 8 (Figura
4). De igual manera, en otros parasitos de la familia de los Trypanosomatidae, se han
reportado actividades serin-proteasas haciendo uso de diferentes sustratos sintéticos, cuyos
dptimos de actividad hidrolitica son a pH 8 (Silva-Lopez y Giovanni-De-Simone, 2004;
Silva-Lopez y col, 2008; Choudhury y col, 2010; Silva-Lopez y col, 2010; Swenerton y col,

2010).

Ahondando en esta caracterizacion, se determind a pH 8 el efecto de inhibidores
especificos para las diferentes familias de proteasas (Tabla 2). Solo los inhibidores
Leupeptina (100uM), TLCK (100uM) y AEBSF (1mM), tuvieron efecto sobre la hidrolisis
del sustrato sintético ( -BAPNA por la FS de promastigotes de L. seymouri. Ademas, tanto el
TLCK como el AEBSF tuvieron un efecto dosis dependiente, presentando un I1Cso de 0,0934
uM y 1,307 uM respectivamente. Por otra parte, inhibidores de cistein, aspartil, y metalo-
proteasas no tuvieron efecto sobre la hidrolisis del sustrato | -BAPNA, corroborando que la
actividad enzimatica en estudio corresponde a una actividad tipo serin-proteasa.
Curiosamente, los inhibidores de serin-proteinasas Aprotinina y PMSF, no tuvieron efecto
sobre la hidrolisis del sustrato sintético _-BAPNA. Este perfil de inhibicion, ha sido
reportado para serin oligopeptidasas de Trypanosoma congolense (Morty y col, 1999), vy de

Leishmania (Swenerton y col, 2010).

A pesar de que el AEBSF es un inhibidor muy similar al PMSF (Barretl y Rawlings,
1995), este Gltimo no tuvo efecto alguno sobre la hidrolisis del sustrato sintético .-BAPNA
(Figura 5A). Las discrepancias en el efecto sobre la hidrolisis del sustrato sintético, podrian
ser debido a las pequefias diferencias estructurales de estos dos inhibidores (Tabla 2). El
PMSF tienen un grupo metil extra entre el anillo bencilo y el sulfonilfluoruro, y el AEBSF
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tiene un grupo amino-etil adicional unido al anillo bencilo. Estas diferencias al parecer
posiblemente determinarian que el AEBSF, pero no el PMSF, pueda interactuar con el sitio
activo de las enzimas presentes en la fraccion soluble, y por ende provocando la inhibicion

de la actividad proteolitica.

Por otra parte, a pesar de que tanto la Aprotinina como el TLCK tienen residuos de
lisina en su estructura (Tabla 2), el hecho de que el TLCK y no la Aprotinina tuviera efecto
inhibitorio sobre la actividad serin-proteasa presente en la FS de los promastigotes de L.
seymouri, podrian deberse al modo de accién de estos inhibidores. Ambos inhibidores,
actian uniéndose a las enzimas de una manera muy similar a la que se uniria el sustrato,
pero solo el grupo clorometil presente en el TLCK interactta sobre el residuo de histidina

del sitio activo de las serin-proteinasas, ocasionando una inhibicidn irreversible.
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Tabla 2. Inhibidores usados en la caracterizacion de la actividad enziméatica.*

Inhibidor

Estructura

Tipo de inhibidor

Pepstatina A

Inhibidor reversible, especifico de aspartil-proteasas, que
actlia como un péptido analogo al sustrato en el estado de
transicion, inhibiendo de una manera competitiva a la
proteasa.

Fenantrolina

Quelante de i6n zinc, usualmente usado como inhibidor
de Zn*? metalo-proteasas.

E-64

Inhibidor irreversible de cistein-proteasas, que actla por
aquilacion de la cisteina del sitio activo de la enzima,
abriendo el anillo epdxido.

Leupeptina

Inhibidor reversible de cistein-proteasas y de serin-
proteasa parecidas a la tripsina, que actda imitando el
intermediario tetraédrico formado durante la hidrdlisis
del enlace peptidico.

PMSF

Inhibidor irreversible de serin-proteasas, que actla
reaccionando con el hidroxilo de la serina del sitio
activo, para formar un sulfonil en la enzima que es
estable excepto a pH altos.

AEBSF

Inhibidor irreversible de serin-proteasas, muy similar al
PMSF, que reacciona con el hidroxilo de la serina del
sitio activo, formando un sulfonil en la enzima que es
estable excepto a altos pH.

TLCK

Inhibidor irreversible de serin-proteasa tipo tripsina. La
inhibicion resulta de la unién de la proteina al inhibidor
de una manera parecida al sustrato, seguido por la
aquilacion de la histidina del sitio catalitico de la enzima
por el grupo clorometil del inhibidor.

Aprotinina

Inhibidor reversible de serin-proteasas, que actla
uniéndose a la enzima de una manera muy parecida a la
gue se une el sustrato.

*fuente: www.merops.sanger.ac.uk.
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Dentro de las serin-proteasas, encontramos las Oligopeptidasas B, pertenecientes a la
familia S9, de las oligopeptidasas de prolina, que forman parte del clan SC. Estas han sido
encontradas en bacterias, plantas y tripanosomatidos. Todas estas enzimas, escinden enlaces
peptidicos después de residuos aminoacidicos basicos, preferiblemente arginina, similar a la
actividad de la serin-proteasa tripsina (Rea y Fulop, 2006). Ademas, esta familia de
proteasas, solo escinden péptidos pequefios, excluyendo proteinas de gran tamafio (Polgar,
2002). La actividad serin-proteasa detectada en la FS de promastigotes de L. seymouri,
presentd similitudes con las Oligopeptidasas reportadas en algunas especies del género
Trypanosoma y Leishmania. Entre estas similitudes destacan: la serin-oligopeptidasa de de
Trypanosoma cruzi, no degradd gelatina, es capaz de hidrolizar sustratos peptidicos
pequefios que contienen Arg en P1 (.-TAME y (-BAPNA) con un pH optimo de 8 (Silva-
Lopez y col, 2008); de igual manera que en Trypanosoma brucei (Troeberg y col, 1996) y en
Trypanosoma congolense (Morty y col, 1999). Por otra parte, en Leishmania, la actividad
oligopeptidasa B medida sobre el péptido sintético Z-Pro-Arg-AMC a pH 8, fue totalmente
inhibida por AEBSF (2mM), Leupeptina (100uM) y TLCK (100uM); pero no por
Aprotinina (1uM) ni PMSF (ImM) (Swenerton y col, 2010). Sin embargo, son necesarios
mas estudios, para poder establecer que la actividad presente en la FS de estos parasitos,
corresponderia a la de una Oligopeptidasas B, ya que en este trabajo nos enfocamos en el

estudio de una fraccion de proteinas solubles y no enzimas totalmente purificadas.

En parésitos tripanosomatidos patdégenos para el humano, las serin-proteasas
presentan numerosas funciones. Esta clase de enzimas proteoliticas facilitan la invasion de
las células del hospedador, participan en la degradacién de péptidos del hospedador, regulan
los niveles de enolasa en la superficie celular, ayudan al parésito a evadir la respuesta
inmune del hospedador, entre otras (Troeberg y col, 1996; Morty y col, 1999; Silva-Lopez y
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col, 2008; de Matos Guedes y col, 2007; Swenerton y col, 2010); contribuyendo con la

patogenesis de las enfermedades causadas por estos parasitos protozoarios.

Adicionalmente se ha reportado que estas enzimas pudieran tener un papel
importante en la proliferacion celular. Schnebli y Burger (1972), realizaron estudios del
efecto del TLCK (0,1 mM) sobre la proliferacién celular, donde observaron una
disminucién en la proliferacion de las células transformadas de fibroblastos de raton (Py3T3,
SV3T3, 3T12) y de rifibn de hamster (PyBHK). Sugiriendo la importancia de las actividades
proteoliticas en la proliferacién de estos tipos de células. Sin embargo, no se han reportado
actividades serin-proteasas, que estén involucradas en la proliferacion celular de
tripanosomatidos monogenéticos. Dentro de este contexto, se evalud el efecto del inhibidor
de serin-proteasa TLCK, sobre la proliferacion y la morfologia de los promastigotes de L.

seymouri.

Los resultados obtenidos en este trabajo, revelan que a pesar del fuerte efecto
inhibitorio del TLCK sobre la actividad enzimatica presente en la FS, este inhibidor a
concentraciones diez veces y mil veces mayores al 1Csp reportado para la fraccion soluble,
no tuvo efecto alguno sobre la proliferacion celular y la morfologia de los promastigotes de
L. seymouri. Estos resultados parecen indicar que la actividad serin-proteasas identificada en
este trabajo, no esta asociada a los eventos de proliferacion de estos parasitos. Sin embargo
son necesarios mas estudios con inhibidores de serin-proteasas como el AEBSF, entre otros;
para poder aclarar si la actividad serin-proteasa presente en esta FS pudiera o0 no estar

involucrada en la proliferacion celular.
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Los resultados obtenidos en este estudio, abren las puertas a la realizacion de futuros
trabajos orientados hacia la profundizacidn de las caracteristicas bioquimicas, moleculares y
estructurales de esta clase de proteasas en este tripanosomatido; asi como su posible rol

bioldgico.
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CONCLUSIONES.

1. Se demostro por primera vez la presencia de una actividad tipo serin-proteasa en la
FS de promastigotes de L. seymouri. Esta fue capaz de degradar el sustrato sintético
L.-BAPNA en un rango de pH 6 a 10 con un 6ptimo de actividad a pH8, generando
una cinética tipo Michaelis-Menten. Adicionalmente, la actividad proteolitica fue
totalmente inhibida por TLCK, AEBSF y Leupeptina. Curiosamente no fue inhibida
por PMSF ni por Aprotinina.

2. Laactividad serin-proteasa presente en la FS de promastigotes de L. seymouri, no fue
capaz de degradar sustratos proteicos de gran tamafio como gelatina y BSA, bajo
nuestras condiciones experimentales.

3. El inhibidor de serin-proteasas TLCK, no presentd efectos antiproliferativos sobre
los cultivos de promastigotes de L. seymouri. De igual manera tampoco tuvo efecto

sobre la morfologia de los parasitos.
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